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烟 实 夜 蛾 触角 普通 气味 结合 蛋白 T cDNA 的 克隆 、 
序列 分 析 及 在 大 肠 杆菌 中 的 表达 
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摘要 : 利用 RT-PCR 技术 扩 增 了 编码 烟 实 夜 蛾 Halicoverpa assulia 雌 、 雄 虫 触角 普通 气味 结合 蛋白 | 的 cDNA 片段 ,将 其 克隆 至 
pGEM-T Easy 载体 , 获得 了 普通 气味 结合 蛋白 镍 基因 成 熟 蛋白 阅读 框 序列 。 将 该 基因 重组 到 表达 型 质粒 pET-30aC + ) 中 ,并 转 
化 入 原核 细胞 中 表达 。 序 列 测定 结果 表明 , 烟 实 夜 峨 触角 普通 气味 结合 蛋白 基因 的 成 熟 蛋白 阅读 框 全 长 489 bp, 编码 162 个 
氨基 酸 残 基 , 预测 分 子 量 和 等 电 点 分 别 为 18.2 kD 和 5$.35。 推 导 的 氨基 酸 序列 与 已 报道 的 10 种 昆虫 普通 气味 结合 和 蛋白 | 高 
度 同 源 (73 和 ~ 98% ), 并 具有 气味 结合 蛋白 的 典型 特征 。SDS-PAGE 和 Westem 印迹 分 析 表 明 ,经 IPTG 诱导 ,普通 气味 结合 

白 儿 基因 能 在 大 肠 杆 菌 BL21CDE3) 中 表达 , 电泳 检测 到 一 条 约 23 kD 大 小 的 外 源 重 白 , 与 预测 的 融合 重 白 分 子 量 大 小 相应 。 
关键 词 : 烟 实 夜 蛾 ; 普通 气味 结合 重 白 ; 触角 ; 基因 克隆 ; 原核 表达 
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Cloning and sequencing of cDNA encoding general odorant binding protein | in the 











antenna of Helicoverpa assulta (Guenée)and its expression in Escherichia co 
GONG Zhong-Jun ，YUAN Guo-Hui’*, GUO Xian-Ru, AN Shi-Heng (1. 
Agricultural University, Zhengzhou 450002, China; 2. Institute of Applied Entomology, Zhejiang University, Hangzhou 
310029, China? 

Abstract: The cDNA encoding the general odorant binding protein [[ (named as Hass-GOBP2) was isolated from the 


College of Plant Protection, Henan 


male and female antennae of Helicoverpa assulta (Guenée) by reverse transcription polymerase chain reaction (RT- 
PCR). The cDNA fragment was further cloned into pGEM-T Easy vector, and then constructed into expression vector 
pET-30aC + ) for overexpression in prokaryotic cells. Structural analysis showed that the full length of mature Hass- 
GOBP2 open reading frame (ORF) was 489 bp, encoding 162 amino acid residues; the predicted MW and pI were 18.2 
kD and $5.35, respectively. The deduced amino acid sequence showed a high identity to the reported sequences of 
GOBP2 from other insects and shared the typical structural features of odorant binding proteins from other insects. 
Induced by IPTG, the full length of GOBP2 was expressed in Escherichia coli BL21 (DE3). Its molecular weight was 
found to be about 23 kD by checking with SDS polyacrylamide gel electrophoresis and Westerm blotting. 
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烟 实 夜 蛾 Helicoverpa assulta《Guenée), 又 称 烟 青 研究 表明 , 昆虫 能 够 感受 空气 中 的 挥发 性 物质 ， 


忠 ,是 世界 动物 区 系 中 的 东洋 、 古 北 、 澳 洲 、 非 洲 共 有 
种 ,我 国 各 省 区 均 有 分 布 。 已 记录 的 寄主 植物 约 70 
多 种 ,栽培 植物 中 的 主要 寄主 是 烟草 和 辣椒 。 目 前 
过 分 单一 的 使 用 农药 不 仅 易 使 昆虫 产生 抗 药性 , 而 
且 污 染 环 境 , 因此 有 必要 发 展 一 种 经 济 有 效 的 防治 
方法 。 
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并 依 此 作为 寻 偶 .更 食 和 寻找 产 卵 场所 的 信息 ( 妾 永 

根 和 程 家 安 ,2001; 王 桂 荣 等 ,2001)。 而 昆虫 触角 感 
器 中 的 气味 结合 怎 白 与 脂 溶性 的 气味 物质 的 结合 ， 
是 昆虫 专 一 性 识别 外 界 气味 物质 的 第 一 步 生 化 反应 
《Vogt et al.，1999), 对 于 昆虫 与 外 界 进行 信息 交流 
有 具有 重要 意义 。 对 此 进行 研究 可 以 为 害虫 防治 提供 
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新 的 思路 与 途径 , 为 研制 开发 无 污染 .不 杀伤 天 敌 、 
与 环境 相 容 性 好 的 高 效 引诱 剂 提供 理论 依据 。 

昆 忠 气味 结合 重 白 (Codorant binding protein; 
0BP) 是 一 类 低 分 子 量 的 水 溶性 酸性 蛋白 (Pelosi and 
Maida, 1995) ,在 昆虫 识别 外 界 气味 物质 中 起 重要 作 
用 (Li and Prestwich，1997; 王 窒 等 , 1999), 多 在 昆虫 
嗅觉 感 器 中 表达 。 对 于 鳞 怒 目 昆 忠 依 据 其 生理 功能 
将 OBP 分 为 信息 素 结 合 和 蛋白 (pheromone binding 
protein，PBP)、 普通 气味 结合 蛋白 工 Cgeneral odorant 
binding protein 工 ，GOBP1)、 普 通气 味 结合 蛋白 工 
《GOBP2) 和 PBP 相关 筷 白 C(PBP-like protein)CLi and 
Prestwich, 1997 ) 。 

实验 证 明 PBP 可 与 特定 的 信息 素 结合 ,它们 主 
要 存在 于 毛 形 感 器 中 ,在 信息 素 识别 过 程 中 起 关键 
作用 。GOBP2 在 峻 、 雄 蛾 触角 中 表达 量 相 同 ( Vogt 
et al., 1991; Jacquin-Joly et al., 2000; Wang et al., 
2003 ), 在 所 研究 的 昆虫 中 表现 出 很 高 的 序列 同 源 
性 。 一 些 实验 证 明 , 相对 于 PBP 家 族 间 较 高 的 特异 
性 而 言 , GOBP2 家 族 有 明显 的 广 谱 性 。GOBP2 除了 
能 结合 较 广 范围 的 气味 分 子 外 , 还 能 结合 一 些 信息 
素 分 子 (Li and Prestwich，1997)。 但 还 未 找到 合适 的 
配 体 (Li and Prestwich，1997), 也 就 不 能 得 到 一 个 理 
想 的 嗅觉 模型 (Maibeche-Coisne et al.，1998) 

由 于 昆 忠 触角 较 小 , 直接 分 离 纯化 大 量 气味 结 
合 和 蛋白 用 于 生物 化 学 和 生物 物理 学 研究 比较 困难 。 
迄今 对 昆虫 GOBP2 蛋白 的 结构 和 功能 研究 尚 少 ,对 
功能 的 研究 还 限于 根据 一 些 生 理 生 化 和 免疫 学 实验 
结果 作出 的 一 些 推理 , 没有 直接 的 证 据 (Li and 
Prestwich, 1997; Maibeche-Coisne et al.，1998; 王 桂 
荣 等 ，2002)。 随 着 生物 化 学 和 分 子 生物 学 技术 的 
快速 发 展 ,利用 多 种 原核 和 真 核 表达 系统 表达 外 源 
基因 ,进而 对 其 和 蛋白 结构 和 功能 进行 研究 已 成 为 可 
能 。 本 研究 则 在 利用 RT-PCR 法 克隆 烟 实 夜 蛾 触角 
CGOBP2 基因 ,将 得 到 的 基因 与 表达 载体 相连 后 ,在 
大 肠 杆 菌 中 表达 , 得 到 目的 香 白 ,为 研究 其 结构 及 功 
能 莫 定 基础 。 











1 材料 和 方法 


1.1 材料 

1.1.1 供 试 昆 虫 : 烟 实 夜 蛾 用 人 工 饲 料 单 管 饲 养 ， 
羽化 后 3 天 内 分 别 前 下 雌 、 雄 虫 触角 ,立即 放 在 液 氮 
中 冷冻 保存 备用 。 

1.1.2 菌 种 及 质粒 : pGEM-T Easy 载体 购 目 Promega 


公司 ,大 肠 杆 菌 DH5a 和 BL21CDE3)》、 质 粒 pET-30a 
《+ ) 均 为 本 室 保存 。 
1.1.3 主要 试剂 及 工具 酶 :T4 DNA 连接 酶 .硝酸 纤 
维 素 膜 、. 辣 根 过 氧化 物 酶 底 物 DAB 和 车 根 过 氧化 物 
酶 标记 的 二 抗 购 自 Promega 公司 , Ex Taq DNA 聚合 
酶 ,限制 酶 KoRIT、 有 BoTIT 和 BarmHI 购 自 TaKaRa 
公司 , 鼠 抗 His 单 抗 购 目 Novagen 公司 , X-gal、 IPTG、 
dNTP、Trizol、 到 烯 酰胺 、N, N’- 甲 义 双 丙烯 栈 胺 试剂 
由 Sangon 公司 生产 , DNA 凝 胶 回收 试剂 盒 由 
Vitagene 公司 生产 ,cDNA 合成 试剂 盒 由 MBI 公司 生 
产 , 香 白 质 分 子 量 标准 购 目 中 国 科 学 院 上 海 生 物化 
学 研究 所 , 其 他 均 为 国产 或 进口 分 析 纯 试剂 。 
1.2 方法 
1.2.1 触角 RNA 提取 及 cDNA 合成 :将 保存 的 烟 实 
夜 蛾 肉 、 雄 虫 触角 各 50 对 加 液 氮 揭 碎 组 织 后 ,加 入 
Trizob 按照 Sangon 公司 使 用 说 明 提 取 , 按照 MBI 
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit 合成 cDNA 
第 1 链 。 
1.2.2 引物 设计 :根据 GenBank 中 已 登录 的 其 他 昆 
忠 的 GOBP2 基因 序列 ( 谷 实 夜 蛾 Helicoverpa zea、 棉 
铃 忠 Helicoverpa armigera 和 甘蓝 夜 蛾 Mamestra 
brassicae 的 GenBank 登录 号 分 别 为 AY017411、 
AJ278991 和 AF051144) 设 计 并 合成 引物 ; 正 向 引物 : 
5'-AGGATCCATGACGTCGAAGAGT-3'; 反 向 引物 : 5- 
ACTCGAGTCAGTACTTCTCCAT-3’。 

为 了 便于 将 目的 基因 克隆 到 表达 载体 pET-30a 
《+ ), 在 正 同 .反问 引物 中 分 别 设 计 了 BamHI、 Xhol 
酶 切 位 点 (以 下 划 线 标示 )。 

以 上 引物 由 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 
司 合成 。 
1.2.3 PCR 扩 增 : 以 上 述 合 成 的 cDNA 第 1 链 为 模 
板 ,反应 体系 为 cDNA 2 pL; 10 x buffer 2.5 nL, dNTP 
0.5 nL 《30 mmol/L), Ex Taq 0.5 5 正 向 引物 和 反 癌 
引物 各 1 pL 《20 pmol/L), 加 水 至 25 nL, 混 匀 、 离 心 ， 
然后 在 液 面 上 加 一 滴 石 蜡 油 , 放 入 PCR 仪 (Perkin 
Elmer DNA Thermal Cycler 480) 扩 增 。 反 应 条 件 为 
94% 变 性 4 min; 接着 进行 30 个 循环 , 循环 条 件 为 
94% 1 min,SS% 1 min,72% 1 min, 最 后 72C 延 伸 10 
min。 扩 增 电 沪 完 毕 后 ,用 1.2 多 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 
鉴定 、 纯 化 ,并 回收 目的 片段 。 
1.2.4 PCR 产物 的 克隆 和 鉴定 : 按 使 用 说 明 将 回收 
的 PCR 产物 克隆 到 pGEM-T Easy 载体 ,然后 转化 大 
肠 杆 菌 DH5a, 蓝 白 斑 筛 选 , 随机 挑 取 一 白色 菌落 , 培 
养 后 提取 质粒 (质粒 提取 参照 Sambrook 等 的 方法 )， 
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用 EcoR | 酶 切 方法 , 鉴定 重组 克隆 pGEM/Hass- 
CGOBP2。 

1.2.5 序列 测定 和 分 析 : DNA 的 序列 测定 在 上 海 
生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 进 行 。 

1.2.6 重组 表达 质粒 的 构建 :将 重组 克 隆 pGEM/ 
Hass-GOBP2 经 Xho | 和 BamH | 双 酶 切 后 ,回收 500 
bp 大 小 的 片段 ,与 经 同样 酶 切 的 原核 表达 载体 pET- 
30ak + ) 连 接 。 二 者 以 3:1 的 摩尔 比 混 合 , 在 T4 
DNA 连接 酶 的 作用 下 于 16% 连接 过 夜 。 首 先 转化 
大 肠 杆 菌 DH5a, 过 夜 培养 后 , 碱 解法 提取 质粒 DNA， 
用 PCR 扩 增 和 和 ho | 、BamH | 双 酶 切 鉴 定 阳性 克 
隆 。1.2% 琼 脂 糖 秦 胶 电泳 观察 分 析 。 

1.2.7 ”序列 测定 : 挑 取 经 初步 鉴定 了 的 阳性 克隆 送 由 
上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公司 进行 序列 测定 。 
1.2.8 外 源 基 因 的 诱导 表达 : 提取 经 鉴定 了 的 质 
粒 pET/Hass-GOBP2, 转化 大 肠 杆 菌 BL2ICDE3) 感 受 
态 细胞 , 挑 取 单 菌落 置 2 mL LB 培养 基 ( 含 Kan 30 pg 
AmL) 中 ,37% 160 rmin 振荡 培养 过 夜 。 活 化 后 按 
1%《 VI) 接种 量 转 接 10 mL LB 培养 基 ( Kan 30 pgy 
mL), 振 荡 培 养 至 0Dg。 达 0.3 左右 ,加 IPTG( 异 丙 基 - 
IT- 和 硫 代 -B-D- 半 乳糖 背 ? 至 终 浓度 为 1 mmol/L, 28%C 
160 rmin 继续 诱导 5~6 h。 收 集 菌 液 ,8 000 rmin 
离心 5 min, 去 除 上 清 。 用 蒸 饮水 将 沉淀 重新 悬浮 ， 
8 000 rfmin 离 心 5 min, 收集 菌 体 ,加 入 300 pL SDS 雍 
胶 加 样 缓冲 液 (40 mmolL Tris-HCl, pH 6.8, 10% 甘 
油 ,2% SDS,5% 茹 基 乙 醇 ,0.1% 溴 酚 蓝 ) 后 剧烈 振 
荡 最 浮 , 者 沸 10 min, 离心 后 取 上 清 , 置 4% 备 用 ( 张 
振 蕊 等 ,1999,2000)。 

1.2.9 ” SDS- 聚 两 烽 酰 胺 凝 胶 电 访 4SDS-PAGE ) 和 
Westem 印迹 分 析 : SDS-PAGE 条 件 参 照 张 振 臣 等 
《2000 方法: Western 印迹 分 析 参 照 Sambrook 等 
《1989) 方 法 。 具 体操 作 如 下 :首先 将 蛋白 从 SDS- 
PAGE 胶 上 转移 到 硝酸 纤维 素 膜 上 ,然后 用 封闭 液 
《PBST+ 5 多 脱脂 牛奶 ) 封 闭 过 夜 ;接着 与 鼠 抗 His 单 
抗 宇 温 反应 1.5 h, 用 洗 脱 液 PBST 洗 膜 3 次 ;加 入 封 
闭 液 黎 释 的 羔 根 过 氧化 物 酶 标记 的 羊 抗 鼠 为 二 抗 ， 
室温 反应 1.5 h, 用 洗 脱 液 洗 膜 3 次 ;最 后 将 硝酸 纤 
维 素 膜 置 于 含有 DAB 的 显 色 液 中 显 色 至 条 带 清 晰 ， 
将 膜 放 入 燕 馆 水 中 终止 显 色 反应 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 GOBP2 基因 的 扩 增 和 克隆 
烟 实 夜 蛾 触角 cDNA 为 模板 扩 增 的 DNA 产物 ， 


进行 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 , 结果 见 图 1。 由 图 1 可 
以 看 出 , 扩 增 产物 长 度 约 500 bp, 与 报道 的 其 他 昆虫 
GOBP2 基因 大 小 基本 一 致 。 将 纯化 的 扩 增 片段 与 
pGEM-T Fasy 载体 用 T4 DNA 连接 酶 连接 ,用 氧化 镍 
法 转化 大 肠 杆 菌 DHsa, 并 在 带 有 Ampicillin、 X-gal、 
IPTG 的 LB 平板 上 根据 蓝 和 白斑 得 选 阳 性 重组 子 , 用 
EcoR | 酶 切 方法 鉴定 ,从 而 获得 带 有 GOBP2 基因 的 
重组 质粒 pGEM/AHass-GOBP2( 图 2)。 
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图 1 烟 实 夜 蛾 GOBP2 基因 的 PCR 扩 增 
Fig. 1 PCR amplification of Hass-COBP2 gene 
1. 分 子 量 标准 DNA marker DL2000; 2. cDNA 为 模板 ( 肉 虫 
cDNA as template (female); 3, cDNA 为 模板 5( 雁 虫 )eDNA as 
template 《male); 4，PCR 阴性 对 照 PCR without template. 
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图 2 阳性 克隆 峰 切 鉴定 
Fig. 2 ldentitication of positive clones by enzymatic digest 
1. 分 子 量 标准 DNA marker DL2000; 2. 重组 子 pGEM/Hass-GOBP2 
的 Eo RI 酶 切 ( 肉 申 >pGEM/Hass-GOBP2 was digested by EcoR I 
(female); 3. 重组 子 pGEM/Hass-GQBP2 的 Eo RI 酶 切 ( 梭 虫 》 
pGEM/Hass-GOBP? was digested by EcoR | (male’. 
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2.2 序列 测定 和 分 析 

烟 实 夜 蛾 COBP2 基因 的 核 昔 酸 序列 如 图 3 所 
示 , 推定 的 氨基 酸 序列 位 于 核 苷 酸 序列 之 下 , 方 框 内 
为 保守 的 半 脱 氨 酸 位 点 。 该 基因 已 在 GenBank 中 登 
记 , 序 列 号 为 AY351670。 

序列 测定 和 结果 分 析 表 明 , 烟 实 夜 蛾 COBP2 基 
因 阅 读 框 架 全 长 489 bp, 编 码 162 个 氨基 酸 残 基 , 预 
测 的 分 子 量 为 18.2 kD, 等 电 点 为 5.35。 在 162 个 氨 
基 酸 残 基 中 亲 脂 性 的 氨基 酸 残 基 有 70 个 ( 占 
43.2% ), 中 性 毛 基 酸 残 基 有 51 个 ( 占 31.4%%), 亲 水 
性 的 氨基 酸 残 基 有 41 个 ( 占 2$.3 和 多)。 该 蛋白 具有 
气味 结合 蛋白 的 典型 特征 ,序列 中 有 6 个 保守 的 半 
脱毛 酸 位 点 , 呈 酸 性 , 且 雌 、 雄 虫 COBP2 的 核 苷 酸 序 


列 相同 。 推 测 的 烟 实 夜 蛾 触角 GOBP2 的 信号 肽 为 
前 18 个 毛 基 酸 所 组 成 的 肽 段 。 将 推定 的 烟 实 夜 蛾 
GOBP2 氨基 酸 序列 在 DNAMAN 程序 中 进行 亲 脂 性 
分 析 , 结果 表明 在 141 个 氨基 酸 中 ,有 4 个 亲 脂 性 高 
峰 , 这 些 显示 出 亲 脂 性 高 峰 的 氨基 酸 , 可 能 是 结合 亲 
脂性 气味 物质 的 位 点 。 烟 实 夜 蛾 GOBP2 氨基 酸 与 
其 他 昆虫 COBP2 氨基 酸 的 系统 发 育 树 ( 图 4) 分 析 表 
明 , 烟 实 夜 蛾 与 其 他 10 种 昆虫 的 COBP2 氨基 酸 序 
列 同 源 性 很 高 ,其 中 与 谷 实 夜 蛾 的 序列 同 源 性 达到 
98%。 从 中 还 可 以 看 出 烟 实 夜 蛾 、 谷 实 夜 蛾 ,棉铃 
忠 、 烟 芽 夜 蛾 、 甘 蓝 夜 蛾 和 小 地 老虎 Agrotis ipsilon 之 
间 的 亲缘 关系 更 近 一 些 。 


ALGACGTCGAAGAGTTGTTTOGTTECTGGTTGCCATOGCGACGCTCACAGCCTCAGTOATG 


MT SEKEKSCLLL SY A MATL TAS Vy 
61 COCACTGCCGAGGTGATGAGCCATOTCACTOCACATTTTOGAAAGGCGCTTGAAGAGTOC 
2 G 1 AE YY NS YY TA FG EEXALERD 
121 AGGGAACGAGTCAGGGTTATCAGCGGA; AGToCG TIOGAGGAGTTCCAACACTTCOTGGI CoatGAad 
4 1 REE SGLS AEY LEEFNQ HF NRE 
181 6GACTTCG6AGGTGGTGCACCGGGAGCTCGGCTGCGCCATCATCTOGCATGTCCAACAAGTTC 
61 DF EY YY HREL6GGAI [usN EF 
241 1TC6CTGCTGCAGOATGACTCCAGGATGCATCATGTCAACATGCATOACTACaTCAAGAGC 
31 SLLQRDDS RMHHY VM HD YY I KS 
301 TTCCCCAATGGTCATGTCCTCTCGGAGAAACTGGTGGAGTTGATCCATAACTO TOAAAAG 
101 EPENGIYLSEEKLYEL HNOERK 
361 AAGTACOAGCACGATOACAGACGACTGTOACCOCGTGGTOAACGTGGCTGCGTGCTTCAAG 
121 K YD TY TDDAD RY YY EY - ArFRE 
421 GTGOACOCCAAGGCGGCCGGCATCGCTCCCGaAGGTCCCCATGATAGAAGCCGTOCATGGAG 
141 V DARABaG I APEVYV AYT EAY NR 
481 AAOTACTGA 
161 K Y * 


图 3 烟 实 夜 峨 GOBP2 基因 的 核 背 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序 列 
Fig. 3 Nucleotide and amino acid sequence of Hass-COBP2 gene 


从 一 定 程 度 上 表明 亲缘 关系 越 近 , GOBP2 基因 
间 的 核 苷 酸 和 和 毛 基 酸 序列 同 源 性 越 高 。 同 时 6 个 保 
守 的 半 胱 氯 酸 位 点 在 不 同 昆虫 COBP2 氨基 酸 的 位 
置 是 一 致 的 ,在 序列 中 高 度 保 守 。 但 分 析 结 果 还 表 
明 , 棉 铃 虫 与 小 地 老虎 的 核 背 酸 及 氯 基 酸 同 源 性 为 
100% ,这 与 形态 分 类 的 结果 差异 较 大 。 
2.3” 烟 实 夜 蛾 GOBP2 基因 原核 表达 载体 的 构建 

构建 过 程 如 图 5, 克隆 载体 pGEM/Hass-GOBP2 
经 Xho [和 BamH 了 双 梅 切 后 ,回收 500 bp 大 小 的 片 
段 , 与 经 同样 梅 切 的 原核 表达 载体 pET-30a( + ) 连 
接 。 转 化 大 肠 杆 菌 DH5a, 过 夜 培 养 后 , 碱 解法 提取 
质粒 DNA, 用 PCR 扩 增 和 Xho 工 、 BamHI 双 酶 切 , 电 


泳 观察 , 均 得 到 500 bp 大 小 的 目的 片段 ,因而 pET/ 
Hass-GOBP2 原核 表达 载体 构建 成 功 。 
2.4 序列 测定 
根据 测序 结果 与 GenBank 发 表 序列 CAY351670) 
的 比较 可 以 看 出 , 重组 载体 中 插入 片段 编码 序列 完 
整 , 读 框 正确 。 
2.5” 烟 实 夜 蛾 GOBP2 基因 在 大 肠 杆 菌 中 的 表达 
含有 pET/Hass-GOBP2 的 BL21《DE3) 工 程 菌 经 
IPTG 诱导 后 ,可 产生 23 kD 左右 的 特异 蛋白 质 条 带 ， 
而 经 IPTG 诱导 的 含有 pET-30ak + ) 的 BL21CDE3) 工 
程 菌 则 没有 相应 的 条 带 ( 图 6)。 为 了 进一步 检测 表 
达 产 物 是 不 是 含有 His 的 融合 蛋白 ,以 鼠 抗 His 为 第 
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图 4 烟 实 夜 蛾 GOBP2 氨基 酸 与 其 他 已 知 昆虫 GOBP2 
氨基 酸 的 系统 发 育 树 
Fig. 4 Phylogenetic tree based on amino acid sequences 
of reported GOBP2 of insects 
4 .per: 让 theraea pernyis GenBank 登录 号 为 X96772; 
H. ass: Helicowrpa assultas GenBank 登录 号 为 AY351670: 

H. zea: Helicoowerpa zeas GenBank 登录 号 为 AY017411: 
4 ps: derotis psilon: GenBank 登录 号 为 AY301980: 

H. om: Heliowepa armigea: GenBank 登录 号 为 AJ278991: 
五 . 呵 : Heliothis virescens! GenBank 登录 号 为 X96863; 

着 .a: Momestra trassicae! GenBank 登录 号 为 AF051144: 
5S. eci: Spodoptera exigua GenBank 登录 号 为 AJ294808: 
五 . pos: 好 iphyas postvitana，GenBank 登录 号 为 AF411460: 
并 .ser: 有 Manduoa seta GenBank 登录 号 为 M73798: 
B.mor: Bombyx mori GenBank 登录 号 为 X94989. 
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图 5 pET/Hass-GOBP2 的 构建 示意 图 
Fig. 5 Schematic outline of construction of pET/Hass-GOBP2 


一 抗体 , 以 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 羊 抗 鼠 为 二 抗 , 对 
表达 产物 进行 Western 印迹 分 析 , 结 果 表 明 , pET/ 
Hass-GOBP2 经 IPTG 诱导 产生 的 23 kD 重 白 条 带 与 
抗 His 抗体 发 生 很 强 的 交叉 反应 ,表明 融合 蛋白 得 
到 了 表达 (图 7)。 


OAED 一 一 
6f0.2 上 一 一 


43kD 一 一 
3 二 一 一 


PEL:Hiass -CHD2- 


20kD 一 一 


144kD 一 一 





图 6 重组 质粒 pFETiHass-GOBP2 在 大 肠 杆 菌 中 
的 表达 (17% SDS-PAGE) 
Fig. 日 Expression of pET/Hass-GOBP2 in 
Escherichia coli ‘17% SDS-PAGE? 

1. 策 白 质 分 子 量 标准 Protein molecular marker; 2. 诱导 的 
PET/Hass-GOBP2 表达 茵 全 菌 体 The total call of E.eali 
pET/Hass-GOBP2 induced by 1 mmoliL IPTG: 3，FET-30a + 2 
表达 菌 全 菌 体 The tatal cell of E. oli pET-30a(+) 
induced by 1 molL IPTG. 


we 


图 7 GOBP2 与 His 融合 看 白 表 达 产 物 的 名 estern 印迹 分 析 
Fig. 7 Western blotting analysis of expressed 
product for His-GOBP2 


3 讨论 


利用 RT-PCR 技术 从 烟 实 夜 蛾 触角 RNA 中 获得 
了 编码 烟 实 夜 蛾 COBP2 基因 的 cDNA 片段 ,根据 测 
序 结果 推定 的 氨基 酸 序列 具有 气味 结合 蛋白 的 典型 
特征 ,属于 GOBP2 亚 家 族 , 根据 Krieger《19967 命 名 
法 命名 为 Hass-GOBP2。 

获得 烟 实 夜 蛾 触角 普通 气味 结合 蛋白 基因 的 完 
整 序列 , 并 进一步 将 其 克隆 至 表达 载体 pFET-30a 
《+》) 转 入 吾 .coo5 BL21 中 进行 表达 。 上 所 得 重组 质粒 
经 测序 证 明 ,编码 序列 完整 , 读 框 正确 。 构 建 的 
PET/Hass-GOBP2 工程 菌 在 IPTG 诱导 下 ,表达 出 一 个 
大 小 约 23 kD 的 重组 蛋白 。 经 Western 印迹 分 析 表 
明 ,所 得 蛋白 为 His 和 GOBP2 的 融合 蛋白 。 

本 实验 利用 双 酶 切 克 隆 载体 pGEM/Hass-GOBP2 
获得 目的 基因 片段 ,相对 而 言 , 比 直接 双 酶 切 带 有 酶 
切 位 点 的 PCR 产物 来 获得 目的 基因 片段 ,容易 确定 
酶 切 的 程度 ,利于 连接 反应 。 原 核 表达 载体 pET-30a 
(+ ) 带 有 His-tag 纯化 标记 ,作为 融合 蛋白 一 部 分 的 
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原核 多 肽 可 利用 来 纯化 .检测 该 融合 乍 白 。 

在 目的 基因 片段 与 载体 pET.30a( + ) 连 接 后 , 首 
先 转化 的 是 大 肠 杆 菌 DHsa, 对 重组 子 鉴 定 后 , 再 提 
取 质 粒 转 化 大 肠 杆 菌 BL21CDE3) 感 受 态 细胞 进行 诱 
导 表 达 , 主要 是 利用 pET-30a6 + ) 可 以 在 不 同 的 宿主 
细胞 进行 外 源 基 因 的 克隆 和 表达 的 特点 ,有 利于 提 
高 转化 效率 。 

GOBP2 家 族 有 很 高 的 序列 同 源 性 , 它们 在 锥 形 
感 器 中 表达 ,对 所 谓 的 普通 气味 敏感 ,能 广泛 结合 普 
通气 味 物质 分 子 , 目 前 尚未 有 GOBP2 家 族 特异 性 结 
合 的 证 据 , 仅 有 一 些 对 信息 素 组 分 (Maibeche-Coisne 
et al .，1997) 和 植物 气味 (Li and Prestwich，1997 ) 非 
特异 性 结合 的 报道 。 最 近 的 研究 发 现 , 甘蓝 夜 蛾 雄 
忠 在 交配 前 特异 性 地 释放 2- 共 乙醇， 一般 认 为 , 2- 
欠 乙 醇 是 一 种 普通 植物 气味 物质 。 这 就 提出 了 问 
题 ,2- 葵 乙醇 是 作为 普通 气味 还 是 特异 性 气味 被 识 
别 呢 ? 看 来 以 前 将 气味 分 为 特异 性 气味 和 普通 气味 
的 方法 过 于 简单 ,应 该 考虑 种 内 、 种 间 气 味 的 差异 ， 
同时 还 应 考虑 气味 浓度 和 刺激 间隔 的 时 间 
(Maibeche- Coisne et al., 1998)。 
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